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Lignees de cellules immortalisees conservant les memes proprietes que les cellules differenciees ou precurseurs primaires 
du donneur d'origine, leurs applications en tant que systeme de production de cellules differenciees en grand nombre et modele 
d'etude de la physiopathologie des cellules differenciees obtenues. Application desdites cellules differenciees et/ou precurseurs 
Gomme agent a visee preventive et/ou tberapeutique, notamment dans le traitement des maladies genetiques, et plus particuliere- 
ment dans les myopathies. Lesdites lignees cellulaires immortalisees sont obtenues par transformation appropriee de cellules pri- 
maires convenables, -issues d'un organe d'aniraal approprie, notamment un mammifere ou un oiseau, -par un fragment d'acide 
nucleique comprenant un oncogene viral immortalisant approprie, au moins un fragment des regions regulatrices du gene hu- 
main de la vimentine et eventuellement un gene depourvu de son promoteur, mais dont Tactivite est aisement detectable soit par 
un test enzymatique simple, soit par le fait qu'il confere une resistance a un antibiotique. 
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LI6HBES DE CELLULES IMMORTALZSBBS ET LEURS APPLICATIONS, 
NOTAMMENT A LA PRODUCTION DE CELLULES DIFFERENCIEES . 

La pr6sente invention est relative a des 
lignees de cellules immortalisees conservant les mimes 
5 propri^t^s que les cellules di££^renci6es ou pr^curseurs 
primaires du donneur d'origine, a leurs applications en 
tant que syst&me de production de cellules dif f6renci6es 
en grand nombre et en tant que module d'^tude de la 
physiopathologie des cellules dif fSrenci^es obtenues. 

10 La presente invention est ^galement relative a 

1 'application desdites cellules dif f 6renci6es et/ou pr^- 
curseurs corame agent k vis6e preventive et/ou therapeu- 
tique, notamment dans le trait ement des maladies gene- 
tiques, et plus particulidrement dans les myopathies. 

15 Les lignees cellulaires immortalisees de I'Art 

anterieur ne permettent pas d'obtenir des cellules diff6- 
renci^es ayant les m§mes propriet6s que les cellules qui 
se dif f^rencient normalement dans I'organisme vivant, 
pour former notamment un organe ; de plus, les lignees 

20 cellulaires immortalisees dScrites dsms I'Art anterieur 
sont specif iques d'un organe ou d'un type cellulaire. 

La Demande Internationale PCT WO 89/09816, au 
nom de MASSACHUSSETS INSTITUTE OF TECHNOLOGY ddcrit, par 
exemple, une lign^e cellulaire immortalisee produite par 

25 incorporation dans des cellules pr^curseurs appropriees, 
d'un gene stimulateur de multiplication, qui est capable 
de permettre auxdites cellules de se multiplier, lequel 
gene est contr6l6 par un facteur externe. Plus specif i- 
quement, cette Demande PCT d^crit une lignee cellulaire 

30 immortalisee produite par incorporation, dans des 
cellules du syst&ne nerveux embryonnaire, d'un vecteur 
retroviral comprenguit un gene de multiplication, qui 
correspond au domaine sensible a la temperature de la 
souche tsA58 du virus SV40 et un g^ne resistant a un 

35 medicament, notamment a im antibiotique. 
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Toutefois, le module propose dans cette 
Demande internatxonale PCT est specifique des cellules 
nerveuses ; dc plus, il comprend un vecteur retroviral, 
-coinprenant un promoteur viral, qui conporte un certain 
5 nombre d'inconv^nients, notaininent les risques lies a la 
presence d'un fragment d'origine virale. 

Les Inventeurs se sont, en consequence, donne 
pour but de pourvoir a des lignees de cellules iimnortali- 
sees, permettant I'obtention de. cellules dif ferenci^es 

10 presentant les caract6ristiques des cellules diff ^ren- 
ci6es obtenues normalement h partir de cellules pri- 
mires, quelle que soit la cellule d*origine. 

La presente invention a poxir objet des lignees 
cellulaires immortalisees, caracterisBes en ce qu'elles 

15 sont obtenues par transformation appropriee de cellules 
primaires convenables, -issues d'un organe d* animal 
approprie, notamment un mammifere ou un oiseau, - par un 
fragment d'acide nucleique coinprenant Un oncogene viral 
immortal is ant approprie, au moins un fragment des regions 

20 regulatrices du g^ne humain de la vimentine et ^ventuel- 
lement un g^ne depourvu de son promoteur, mais dont 
1* activity est aisement detectable soit par un test enzy- 
matique simple, soit par le fait qu'il confere une resis- 
tance h un antibiotique, lequel gSne permet la selection 

25 des transf ormants . 

Selon un mode de realisation avantageux 
desdites lignees cellulaires, 1* oncogene viral immortali- 
sant est choisi dans le groupe qui coir5)rend 1' oncogene 
T/t de SV40, 1' oncogene ^^T/At de SV40, 1* oncogene T/At 

30 de SV40 et la region du g^ne immortalisant de 
1 ' adenovirus r du virus Eptsein-Barr ou du virus herpe- 
tique, 

Conformement a 1* invention, le fragment des 
regions regulatrices du gene humain de la vimentine est, 
35 de preference, le promoteur de la vimentine et plus par- 
ticiili^rement le fragment d'acide nucleique du. promoteur 
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de la vimentine, conrpris entre les bases -830 et +93 de 
la sequence r^gulatrice de la vimentine. 

Selon line disposition avantageuse de ce mode 
de realisation, le fragment d'acide nucl6ique du promo- 
5 teur de la vimentine comprend les bases -830 k -529 et/ou 
le fragment -540 k -140, situSs en amont du site cap. 

Un tel fragment d'acide nucl^igue hybride 
(oncogene grand T de SV 40 associ6 au promoteur de la 
vimentine) a notamment 6t6 d6crit dans la Demande de 

10 Brevet europ6en n' 90402009.6 et est notamment incorpor6 
dans un plasmide d6nomm6 pHuVim830-T/t . 

Dans la presente invention, on entend par gene 
grand T, le gene qui exprime a la fois la proteine T et 
la proteine t (symbolise T/t) , alors que le gene T/At 

15 n' exprime que la proteine grand T (At correspond a la 
deletion du gene petit t) . 

Les Inventeurs ont mis au point une sequence 
qui contient le gene grand T thermosensible (ts) ^^T/At 
et le promoteur de la vimentine, laguelle sequence a 

20 1 * avantage . de n' exprimer conditionnellacnent que la pro- 
teine grand T et d'Stre activ6e par le promoteur de la 
vimentine ; de plus, ce gene grand T est modifiS de 
maniere k §tre thermosensible. Cette sequence peut notam- 
ment §tre ins6r^e dans un plasmide, d^nommS par les 

25 Inventeurs pHuVim830-^^T/At . 

Les lign^es cellulaires conformes a 
1* invention, en raison de 1 'association fragment d'ADN 
codant pour I'antigene T du virus SV40 et promoteur de la 
vimentine, -qui constitue I'activateur du gene immortali- 

30 sant associe-, pr^sentent un certain nombre d'avantages, 
notamment lies a la presence du promoteur de la vimen- 
tine. 

La vimentine est un polypeptide que I'on 
retrouve dans les cellules dSrivees du mesenchyme. II 
35 s'agit d'une proteine de structiure des cellules ; le gene 
de la vimentine joue notamment un rdle dans la croissance 
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cellulaire, la diff^renciation. et le d^veloppement cellu- 
laire . 

La combinaison gene d* expression de I'antigene 
T du SV40 et promoteur de la vimentine a notamment 
5 I'avantage de permettre iin controle specif igue de la 
differenciation cellulaire : 

- 1' activation du gene de I'antig^ne T est 
realisee par le promoteur de la vimentine, en presence 
d'un agent itiitogene approprie^ dventuellement associe k 

10 des prot^ines qui se f ixent sur tin site du promoteur de 
la vimentine ; il en ressort gu*en 1* absence d' agent 
mitogfene, le promoteur de la vimentine est r6prim6, 

- I'antigfene T lui-m§me, lorsqu'il est pro- 
duit> active le promoteur de la vimentine, par action sur 

15 certains sites du promoteur de la vimentine sur lesguels 
peuvent se fixer des prot^ines activatrices (API, c-fos, 
NK-KB) et I'antigene T lui-m§me. 

Une telle combinaison a 6galement l^avantage 
de ne pas etre specif ique vis-a-vis d'une cellule ou d*un 

20 organe, mais au contraire de permettre 1 'immortalisation 
de n ' importe quelle cellule, tout en gardant les poten- 
tialites de differenciation de la cellule iminortalis6e. 

La combinaison gbxie d'e^^ression de I'antigene 
T sensible h la chaleur et promoteur de la vimentine, a 

25 de plus I'avantage de permettre un double contr61e, tant 
au niveau de I'antigene T lui-m§me (temperature 
d' activation, 34 par exemple) que du promoteur de la 
vimentine (repression lorsque I'antigene T n'est plus 
fonctionnel) , cette combinaison ayant de plus I'avantage 

30 de ne pas contenir le gene t, 6vitant ainsi des perturba- 
tions au niveau, de la membrane cellulaire. 

Selon un autre mode de realisation avantageux 
desdites lignees, les cellules primaires sont avanta- 
geusement choisies dans le groupe qui comprend les cel- 

35 lules musculaires pr^curseurs de mammifere et plus parti- 
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culierCTient les myoblast es, les cellules epitheliales de 
mammifere et les cellules endotheliales de mammifere. 

Conformement a 1* invention, les cellules mus- 
culaires pr^curseurs sent, de preference , choisies dans 
5 le groupe qui coitprend les inyoblastes normaux de souris, 
les iryoblastes mutants de souris et les in/oblastes 
mutants htunains. 

Les myoblastes mutants de souris sont avanta- 
geusement choisis dans le groupe qui comprend des nyo- 
10 blastes de (^sgenesie musculaire, notamment d^nomm^s myo* 
blastes mdg et mdx et les myoblastes mutants hvmiains sont 
notamment choisis dans le groupe qui comprend les 
cellules DMD et les cellules STEINiERT. 

La lign6e de cellules immortalisees cohforme a 
15 1' invention est avantageusement obtenue par transfection 
des cellules primaires appropriees par un plasmide choisi 
dans le groupe qui comprend le plasmide pHuVim830-^^T/At , 
le plasmide pHuVim830-T/At et le plasmide pHuVim830-T/t • 

Conformement a 1 ' invention : 
20 - la lign6e, denommee HVM, est obtenue par transfection 
de xnyoblastes normaux de souris par un plasmide 
pHuVim830-^®T/At et a et6 d6posee sous le n* 1-1019 en 
date du 7 d6cembre 1990 auprfes de la Collection Nationale 
de Cultures de Microorganismes tenue par I'lNSTITOT 
25 PASTEUR, 

- la lign^e denommee HVMd est obtenue par transfection de 
myoblastes mutants mdg de souris par un plasmide 
pHuVim830-^^T/At et a 6te d^posee sous le n* 1-1020 en 
date du 7 decembre 1990 aupr^s de la Collection Nationale 
30 de Cultures de Microorganismes tenue par I'lNSTITUT 
PASTEUR. 

Selon une autre disposition avantageuse de ce 
mode de realisation, la lign^e cellulaire est obtenue par 
microinjection d'une sequence lin^aire d'acide nuclSique 
35 appropriee, obtenue k partir d'lin plasmide choisi dans le 
groupe qui comprend le plasmide pHuVim830-^^T/At, le 
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plasmide pHuViin830-T/At et le plasmide pHuVimSSO-T/t, 
dans des cellules primaires convenables. 

Conformement a 1* invention, la lignee denbmmee 
HVE est obtenue par microinjection d'tin plasmide 
5 pHuVim830-T/t linearise dans des cellules endotheliales 
humaines du cordon ombilical et a ete deposee sous le 
n* 1-1016 en date du 3 decembre 1990 auprfes de la 
Collection Nationale de Cultures de Microorganismes tenue 
par .1 " INSTITOT PASTEUR. 

10 On obtient ainsi. des lign6es cellulaires pr6- 

sentant un taux de multiplication 61 eve. 

On peut en outre citer, a titre d'exemples non 
limitatifs, corame autres lignees conformes^ 1* invention, 
des cellules endotheliales porcines (aorte) , des cellules 

15 endotheliales de lapin (veine marginale de I'oreille), 
des cellules epith^liales mammaires de lapin, des 
cellules epitheliales de I'oviducte bovin, des cellules 
mesangiales du rein de souris, des cellules endotheliales 
de cerveau de souris, des cellules musculaires h\jmaines 

20 normales et d^strophiques- 

La pr^sente invention a 6galement pour objet 
un proc^de d'obtention de cellules musculaires (nyotubes) 
differenciees, caracterise en ce . gu'il con«>rend les 
etapes suivahtes : 

25 (a) CTxltiire d'me lign6e cellulaire musculaire 

immortalis^er conforme h 1' invention, comprenant un plas- 
mide con tenant iin oncogene viral immortalisant thermosen- 
sible, notamment le plasmide pHuVim830-^^T/At, sur un 
milieu approprie, contenant une quantity appropriee de 

30 serum d'un animal convenable, a une temperature comprise 
entre 34;c et 36'C, permettant 1* expression condition- 
nelle d'une prot^ine virale, et notamment de I'antigene 
et une multiplication cellulaire importante " ; 

(b) modification de la temp6rature des 

35 cellules en culture cL une temperature comprise entre 38 "C 
et 40 "C, associ6e, 6ventuellement, a line modification du 
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milieu de culture, notainment par diminution de la concen- 
tration en s6rum dudit milieu et/ou utilisation d'un 
serum d'un animal different de celui de I'^tape (a) ; et 

(c) obtention de cellules dif ferenciees en 
5 grand noinbre par culture desdites cellules dsuis les 
conditions appropriees k la dif f^renciation de I'Stape 
(b). 

Dans les cellules di£f erenci^es ainsi obtenues 
(stade m/otubes), le promoteur de la vimentine est 
10 reprime et la prot^ine T n'est pas fonctionnelle. 

En variante, le proced6 d* obtention de 
cellules musculaires (myotubes) differenciees comprend 
les Stapes suivantes : 

(a) culture d'une lignee cellulaire imisculaire 
15 immortalisee, conforme a 1' invention, comprenant un plas- 

mide contenant un oncogene viral immortalisant/ notamment 
un plasmide choisi dans le groupe qui comprend le plas- 
mide pHuVim830--T/t et le plasmide pHuVim830-T/At , sur un 
milieu appropri^/ contenant une quantity coiivenable de 
20 serum d'tin animal convenable, k une temperature appro- 
pri6e notamment 37 'C ; 

(b) modification du milieu de culture, notam- 
ment par diminution de la concentration en serum dudit 
milieu ; 

25 (c) obtention de cellules differenciees en 

grand nombre par culture desdites cellules dans les 
conditions appropriees a la dif f^renciation de I'etape 
(b). 

La pr6sente invention a 6galement pour objet 
30 un precede d' obtention de cellules 6pith6liales ou endo- 
theliales differenciees, caracterise en ce qu'il comprend 
les etapes suivantes : 

(a) culture d'une lignee cellulaire epithe- 
liale ou endotheiiale, conforme k 1' invention en presence 
35 d'un agent d* activation approprie, qui conditionne 
1 • e^qpression d'une prot^ine virale appropri^e et 
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notamment de I'antigfene T en presence du promoteur de la 
vimentine et permet une multiplication cellulaire iinpor- 
tante ; 

(b) transfert de ladite lignee immortalisee 
5 dans xin milieu d^pourvu en agent deactivation et/ou a une 

tenperature comprise entre 37 *C et 40 *C ; et 

(c) obtention de cellules differenci^es en 
grand noiribre. 

Selon tm mode de mise en oeuvre avantagetox 
10 dudit procede, I'ag^t deactivation est notamment choisi 
dans le groupe qui comprend I'antigene T lui-m§me et des 
• agents mitogfenes appropri6s. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode 
de mise en oeuvre, 1* agent mitbgene est notamment choisi 
15 dans le groupe etui comprend les serums, les facteurs de 
croissance tels que le PDGF, 1*EGF ou le FGF, 
1 • inteirleukine II/ les interferons et la phytohemagluti- 
nine (PHA) . 

Lorsque 1' agent d* activation consiste en 
20 I'antigene T lui-m§mer il agit sur certains sites du pro- 
moteur de la vimentine et active ainsi le projnoteur ; 
puis, le promoteur activ6 active ensuite I'antigene T. 

Lorsque 1' agent d' activation consiste en du 
s^rum, ce dernier agit plus particulierement sur les pro- 
25 teines API, c-fos et NF-KB, qui se fixent sur I'acide 
nucleique du promoteur de la vimentine au niveau notam- 
ment des bases -707, -693, -197, -195 et -227, permettant 
au gene codant pour I'antig^ne T, d'exprimer ledit anti-. 
gene, 

30 La presente invention a egalement pour objet 

les cellules dif ferenciees obtenues par I'un quelconque 
des proc^d^s d* obtention de cellules dif ferenciees 
d^crits ci-dessus. 

Les cellules diff^renci^es ou precurseurs 

35 conformes k 1" invention trouyent notamment application 
comme agent k vis6e preventive, vaccin par; example. 
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notamment par adjonction d'un fragment d'acide nucleigue 
d'un virus appropri^ et/ou comme agent a vis6e therapeu- 
tigue, notamment par adjonction d'un fragment d'acide 
nucleigue dit ••correcteur" plus specif iquement dans le 
5 traitement de maladies genetigues, par exemple les iriyopa- 
thies . 

En effet, dans de telles cellules, le promo- 
teur de la vimentine est reprime ; de plus, elles 
n'expriment plus I'antigfene T. 

10 La presente invention a egalement pour objet 

un agent k visee preventive et/ou th^rapeutique, caract6- 
ris6 en ce qu'il comprend au moins xine cellule differen- 
ciee conforme k 1' invention, 6ventuellement modifiee par 
adjonction d'un fragment d'acide nucl^ique appropri6 et 

15 eventuellement associ^e k au moins un v^hicule pharmaceu- 
tique approprie. 

La presente invention a egalement pour objet 
un agent a vis6e preventive et/ou th^rapeu tique, caract6~ 
ris6 en ce gu'il comprend au moins une lignee cellulaire 

20 conforme k 1' invention, Eventuellement modifiee par 
adjonction d'un fragment d'acide nucl6ique approprie et 
Eventuellement associEe a au moins un vehicule pharmaceu- 
tique appropriE. 

La present e invention a, de plus, pour objet 

25 un module d' Etude et d' identification des sy3tfemes bio- 
chimiques dont 1' expression nuclEaire, cytoplasmique ou 
membranaire est impliquee dans la proliferation et la 
dif f erenciation cellulaire des cellules musculaires, epi- 
thEliales, endotheliales ou nerveuses, caractErise en ce 

30 qu'il est constitue par une lignEe cellulaire conforme k 
1 ' invention. 

La prEsente invention a, en outre, pour objet 
une sequence d'acide nuclEique, caractErisEe en ce 
qu'elle comprend successivement : 
35 - une sEquence codant pour I'antigene grand T 

de SV40, ne comportant pas le fragment codant pour 



wo 92/10563 



PCr/FR91/00983 



10 

I'antigene petit t, laguelle sequence est thennosensible, 
ou xin fragment de celle-ci ? 

- une sequence comprenant au moins un fragment 
des regions regulatrices du gfene humain de la vimentine 
5 et notamment au moins un fragment du promoteur de la 
vimentine humaine, d'une longueur de 830 paires de bases 
a partir du site cap ou tin fragment de celle-ci, notam- 
ment le fragment -830 a -529 et/ou le fragment -540 a 
-140, en amont dudit site cap ; et, eventuellement 

10 . - un gene, d^pourvu de son promoteur, mais 

dont !• activity est aisement^ detectable soit par un test 
enzymatique simple, soit par le fait qu'il confere une 
resistance a un antibiotigue. 

Une telle sequence peut notamment §tre inseree 

15 dans un vecteur approprie, notamment un plasmide, leqiiel 
vecteur est apte a immortaliser une lignee cellulaire 
appropriee ; un tel plasmide a ete denomme, comme precise 
plus haut, pHuVim830-^^T/At par les Inventeurs, 

La present e invention a, de plus, pour objet 

20 une methode de production d'un mammif^re transgenique non 
humain, caract^risee en ce qu'elle comprend 1 ' introduc- 
tion d'un plasmide choisi dans le grotJ^e qui comprend le 
plasmide pHuVim830-T/t, le plasmide pHuVim830-T/At et le 
plasmide pHuVim83Q-^®T/At dans un mammifere non humain k 

25 un stade embryonnaire pr^coce. 

La presente invention a 6galement pour objet 
uti mammifere transgenique non humain, caracterise en ce 
qu'il est obtenu par la methode ci-dessus decrite, et en 
ce que les cellules coinprenant le plasmide choisi dans le 

30 grbupe qui comprend le plasmide pHuVim830-T/t, le plas- 
mide pHuVim830-T/t et le plasmide pHuVim830-^^T/At , 
peuvent se dif ferencier normalement in vivo, tout en pou- 
vant produire des cellules immortalisees in vitro. 

Outre les dispositions qui precedent, 

35 1' invention comprend encore d'autres dispositions, qui 
ressortiront de la description qui va suivre, qui se 
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ref^re a des exemples de mise en oeuvre du precede objet 
de la presents invention. 

II doit etre bien entendu, toutefois, que ces 
exeirples sent donnes uniquement a titre d' illustration de 
5 1* objet de 1* invention, dont ils ne constituent . en aucune 
manifere une limitation, 
Bxeinple 1 : Preparation dee plasiaides. 

1) Plasmide pHuVim830-T/t 

Ce plasmide est dScrit dans la Demande de 

10 Brevet europden 90402009.6 ; il exprime I'antigfene grand 
T et I'antigene petit t. Le fragment -830 - +93 du promo- 
teur de la vimentine est clone dans un plasmide pUC 18 ; 
les clones sont obtenus par digestion de la sequence 5' 
du gene de la vimentine au niveau du site de 1' enzyme de 

15 restriction Pvu II. Le plasmide pUC 18 contenant le frag- 
ment d'ADN du promoteur de la vimentine est linearise par 
1* enzyme de restriction Xba I ; on obtient une extremity 
3' cohesive, qui est ajustee de maniere a obtenir une 
extr&nite franche, puis on lie le fragment d'ADN du 

20 promoteur de la vimentine ainsi obtenu avec le fragment 
d'ADN de I'antigfene T, par ligation de I'extremite 3' Xba 
I du promoteur avec I'extremite S£i I du fragment SV40. 
Les extr^it^s BamH 15' et 3 ' sont liees en presence de 
T4 ligase. Les sequences codant pour I'antigene T sont 

25 ainsi sous le contrdle de la region regulatrice de la 
vimentine de 830 paires de bases. 

2) Plasmide pHuVim830-*^ST/At : 

Ce plasmide contient la sequence codant pour 
I'antigene grand T dans laquelle les nucleotides 4630 a 
30 4900 ont ete retires. Ce plasmide n'ejqjrime plus la pro- 
teine t et 1' expression de la prot6ine T est thermo- 
sensible. Cette thermosensibilite est obtenue a I'aide 
d'une mutation au niveau du nucleotide 3505. 

Le plasmide qui n' exprime que la prot^ine T, 
35 est active par le g^ne de la vimentine hxamaine. 
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La sequence codant pour I'antig^ne T commence 
en position 5234 et s*arr§te en position 2533 ; ce frag- 
ment est g6n6r6 par digestion de I'ADN de SV40 par les 
enzymes de restriction suivantes : Sfi I, (position 5234) 
5 et BamH I (position 2533). La figure 1 decrit plus preci- 
sement ce plasmide, qui coinprend successivement un frag- 
ment de 830 paires de bases du promoteur humain de la 
vimentine, la sequence codant pour I'antigene T et le 
plasmide pUC18, 

10 Exen^le 2 : Production de lignSes cellulaires utasculaires 
pr^cureeurs confozm^s & 1' invention et cellules muscu- 
laires diff^renciSes, obtenues k partir de ces ligndes. 

a- Ligndes cellulaires musculaires precur- 

seurs : 

15 Les myoblastes immortalises sont obtenus par 

transfection avec le plasmide pHuVim-^^T/At d6crit ci- 
dessus, a 34 *C dans un milieu DMEM contenant du serum de 
veau foetal a 20 %. Dans ces conditions, toutes les 
cellules expriment I'antigene T (figures 2A et 2B) , indi- 

20 quant qu'elles ont toutes integr^es le plasmide ; en 
effet, a 34 'C la proteine grand T fonctionnelle induit la 
multiplication et 1 ' immortalisation de la cellule. Ces 
figures 2A et 2B representent 1" immunofluorescence 
indirecte obtenue, lorsqu'xme lign^e cellulaire iinmorta- 

25 lisee^ rdalisee a partir de ityoblastes nomaux -( figure 
2A) ou de nryoblastes jndg (figure 23), est mise en contact 
avec des anticorps monoclonaux anti^proteine T ; k 34 'C, 
tous les npyaux cellulaires e5q>riment I'antigene T* 

La synthese de la proteine grand T est carac- 

30 terisee apres electrophor^se d'extraits myoblastiques 
apres couplage avec des anticorps specifiques diriges 
centre ladite proteine T. La quantite de proteine T est 
similaire dans les iryoblastes normaux et dans les m/o- 
blastes jndgr. 

35 L' analyse de I'ADN g^nomique revele que le 

gkne recombinant est int^gre < figures 3A et 3B) . Ces 



wo 92/10563 



PCr/FR91/00983 



figures representent 1 • integration du plasmide pHuViin830- 
^^T/At dans les cellules musculaires . L'ADN des cellules 
immortalisees est traite par 1* enzyme de restriction 
Hinc II, puis est soumis a une electrophorese sur gel, 
5 suivie d'un transfert sur bande de nitrocellulose ; on 
procMe ensuite a une incubation avec xine sonde d'ADN 
marquee au -^^P {^^P dCTP) , correspondant au .fragment 
codant pour I'antigene T (les 632 demiers nucleotides du 
gfene SV40 T (Amersham Multiprime kit) ; si le fragment 

10 est effectivement int6gr6, on observe une bande d' environ 
1 kb (figure 3A : muscle normal, souche sauvage ; figure 
3B : muscle mdg, dysgenesie musculaire g) . 

Le temps de doublement de ces cellules immor- 
talisees est d' environ 24 heures, 

15 b- obtention de cellules musculaires dif feren- 

ciees : 

Les lignees cellulaires obtenues ci-dessus, 
sont mises dans des conditions de dif f 6renciation appro- 
priees h savoir k 39 'C, dans un milieu DMEM contenant du 

20 s^rum de cheval §i 10 %. 

La thermosensibilite de 1* expression de 
I'antigene T conduit a une augmentation de la differen- 
ciation terminale, lorsgue I'antigene T est reprime. Dans 
ces conditions de diff6renciation (39 ^C, milieu DMEM 

25 contenant du serum de cheval k 10 %), les cellules 
mononucle^es (myoblastes) non fusionn6es expriment la 
prot^ine T alors que les myoblastes fusionnes (myotubes 
multinucle^s) n* expriment pas la prot^ine T, indiquant la 
repression du promoteur de la vimentine au stade nyo- 

30 tubes. 

Les souris normales et les souris presentant 
une dysgenesie musculaire (souris dites indg) , sont 
capables de former des myotiabes. Deux clones ont plus 
particulierement 6t6 Studies HMV pour les myoblastes nor- 
35 maux et HMVd pour la dysgdnSsie musculaire. 
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2. Caract^ristigues des cellules differenciees 

obtenues : 

L* apparition de sarcomeres normaux, de triades 
et du couplage excitation-contraction sont des marqueurs 
5 de la dif f erenciation terminale des cellules ihusculaires 
en culture. 

Les cellules diff6renci6es obtenues a partir 
de la lignde iinmortalis6e de souris normales se contrac- 
tent spontan&nent en culture et leur organisation sarco- 

10 merique peut §tre visualis6e, alors que dans les iryotubes 
mdff immortalises obtenus conformement k 1' invention, 
1 • organisation sarcom6rique . est peu d^veloppde. Contrai- 
rement aux itryotubes immortalises normaux conformes a 
1' invention, le courant calcique de type L n'est pas 

15 retrouv^ dans les cellules differenciees mdg. 

Bxes^le 3 : Production de llgn^es cellulaires endoth6- 
Hales conforiDttes 4 !• invention et cellules dif f6rexici6e8, 
obtenues h partir de ces lign^es. 

a. Immortalisation de cellules endotheliales : 

20 Les cellules endotheliales de pore et de lapin 

sont recueillies, k partir d • echantillons de sang, par 
ponction veineuse dans des tubes heparinis6s suivie d'une 
centrifugation sur Ficoll (d=l,09). Les cellules endothe- 
liales humaines sont recueillies, apres une digestion li- 

25 mitee a la collag^nase, des veines du cordon ombilical ou 
des vaisseaux du cer^reau ; ces celltales sont mises en 
culture dans des recipients de culture recouverts de 
gelatine, avec un milieu DMEM supplements avec du serum 
de veau foetal ^ 10 %, de la glutamine a 2 iriM et des 

30 antibiotiques , incubees a 37 en atmosphere humidifiee 
contenant 10 % de CO2. 

Entre 500 et 2000 cellules sont individuelle- 
ment microinject6es dans leurs npyaux, avec un plasmide 
pHuVim830-T/t linearise (environ 3,5 kb) , tel que decrit 

35 dans la Demande de Brevet europeen n' 90402009.6, a 
savoir cqmprenant le gSne codant pour I'antigene T 
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coir5>let de SV40 (grand T et petit t) et la sequence 
comprise entre les nucleotides -830 et +93 du promoteur 
de la vimentine, lin^aris^ par digestion Sph I/BamH I 
dudit plasmide a une concentration de 2 ng/|il dans un 
5 tainpon Tris-EDTA. La microinjection de ce plasmide dans 
le noyau desdites cellules est suivie de 1 ' integration et 
de 1* expression de I'antigene grand T dans les cellules 
derivees. La quantity inject^e est d' environ devix fois 
sup^rieure h la taille du noyau. 
10 2. Caract6ristiques de la multiplication 

cellulaire : 

L'efficacite du clonage est test4e sur des 
plagues contenant 50 puits de culture de 10 mm de dia- 
metre, lesquels puits sont inocul6s avec 1-10 cellules. 

15 Les courbes de croissance sont ^tablies a partir de trois 
plaques, en utilisant des cellules COS comme reference. 
La croissance dans un milieu semi-solide est realisee 
comme decrit par GIMBRONE et al. (Cell, 1976, 685- 
693), avec du DMEM supplements en serum de veau foetal a 

20 10 %. 

Trois semaines apres la microinjection, des 
foyers mculticouches de cellules apparaissent dans toutes 
les cultures primaires, envahissant les cellules r6si- 
duelles. De tels foyers n' apparaissent jamais dans les 
25 cultures contr61e, dans lesquelles la monocouche 
confluente de cellules sxibit une d6g6n6ration spontanee 
en 3 i 5 sesnaines. 

Les caractSristiques des lignSes cellulaires 
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obtenues sont r6sumees dans le tableau I ci-apr^s ; 



10 



15 



COMPORTEMENT 
CEI.LULAIRE 


ENDOTHELIUM 
LAPIN 


ENDOTHELIUM 
PORC 


ENDOTHELIUM 
HUMAIN 








Clone 
1 


Clone 
CEH 


Nombre de 
passages 


60 


20 


15 


15 


Temps de double- 
ment (SVF 10 %) 


2 Oh 


36h 


66h 


32h 


Temps de doxjble- 
ment (SVF 5 %) 


34h 


4Qh 


- 


35h 


Temps de double- 
ment (SVF 0,1 %) 


41h 


- 






Capacity de 
clonage 




+ 




+ 


Presence de 
foyers 


+ 








Croissance dans 
milieu semi- 

.solide 











L'antigene T intranucleaire est identifie k 



I'aide d'lm anticorps monoclonal de souris et un anti- 
corps de lapin anti-soiiris conjugue avec xin de la fluo- 
resceine, apres fixation a 1 • 6thanol -acetone (7/3), pen- 
dant 6 minutes el 20 *C ; les filaments intermediaires sont 

25 detectes par immunofluorescence indirecte en presence 
d'un anticorps monoclonal de souris anti-vimentine 
(Amersham) ; la mise en Evidence du facteur VIII est rea- 
lisee comme decrit dans Little et al,(J. Pathol., 1986, 
149 . 89-95) , en utilisant tin anticorps de lapin anti-fac- 

30 teur VIII (Zymed Laboratories) 

La figure 4 repr^sente 1 • immunofluorescence 
indirecte obtenue, lorsqu'une lignee cellulaire immorta- 
lisee, r6alis6e ^ partir de cellules endoth61iales immor- 
talisSes, est mise en contact avec des anticorps monoclo- 

35 naux anti-prot^ine T. 
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L* analyse de I'ADN genomique revele que le 
gene recombinant est integre (figure 5) , Cette figure 
represente 1 • integration du plasmide pHuVim830T/t dans 
les cellules : I'ADN des. cellules immortalisees est 
5 trait6 par 1' enzyme de restriction Hinc II, puis est sou- 
nds k une ^lectrophorese sur gel, suivie d'un transfert 
sur baride de nitrocellulose ; on precede ensuite a une 
incubation avec une sonde d*ADN marquee au -^^P (^^p 
dCTP) , correspondant au fragment codant pour I'antig^ne T 
10 (les 632 demiers nucleotides du g^ne SV40 T (Amersham 
Multiprime kit) ; si le fragment est ef f ectivement inte- 
gre, on observe une bande d* environ 1 kb. 

b. Arret de la multiplication desdites lignees 
immortalisees : 

15 Des que l*on transfert les cellules immortali- 

sees telles que preparees ci-dessus, sur un milieu 
depourvu en seriam ou contenant moins de 1 % de serxam, 
lesdites cellules gardent les propriet^s caracteristiques 
des cellules endoth^liales, notamment la production de 

20 facteur VIII. 

Bxeiople 4 : Production de lignees cellulaires 6plth6- 
llales confoziaes h 1* invention et cellules diff6renci6e8, 
obtenues h partir de ces lignees. 

a. Immortalisation de cellules : 

25 . les cellules epitheliales de glande mammaire 

de lapin sont obtenues apr^s digestion de ces tissus par 
la collag^nase ; 

. les cellules epitheliales d'oviductes bovins 
sont recoltees apres lavage des oviductes avec un milieu 

30 DMEM. 

Les cellules sont microinject6es comme d6crit 
a I'exemple 3, ci-dessus. 

Les caracteristiques des lignees cellulaires 
obtenues sont rdsum^es dans le tableau II ci-apr&s : 

35 
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COMPORTEMENT 
CELLULAIRE 


T7 DT fPWT?! . TTTM 
r«JrX lilEiLiXKJeL 

MAMMAIRE 
LAPIN 


EPITHELIUM 
D'OVIDUCTE 
BOVIN 


5 


Nombre de 
passages 


55 


30 




Temps de doiible- 
ment (SVF 10 %) 


22h 


2 Oh 




Temps de doioble- 
menc lovr d 


22h 


22h 


10 


Temps de double- 
ment (SVF 0,1 %) 


35h 


- 




Capacity de . 
clonage 


'+ 


+ 




Presence de foyers 






15 


Croissance dans 
milieu semi-solide 


. + 





b.ArrSt de la multiplication desdites lignees 

immortalisees : 

D^s que I'on transfert les cellules immortali- 



sees telles que preparees ci-dessus, sur un milieu 
depourvu en serum ou contenant moins de 1 % de serum, 
lesdites cellules gardent les propri^tes caracteristiques 
des cellules epitheliales, notamment la detection des 
25 filaments intermediaires , par immunofluorescence 
indirecte en presence d'un anticorps monoclonal de souris 

ant i -kera t ine . 

De telles cellules immortalisees trouvent 
notamment application pour servir de cellules nourri- 
3Q cieres aux embryons de bovins lors du sexage des 
enibryons * 

Ex^Dple 5 : Souris transg&iiaue. 

On microinjecte 70 oeufs au stade une cellule 
avec un fragment Iin6aris6 du plasmide pHuVimSBO-^^T/At 
35 puis on transfert lesdits oeufs dans les oviductes de 35 
souris. L* analyse en ADN des cellules de la queue par la 
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methods de Southern montre que 3 jeunes souris sent 
transgeniques . Les souris transgeniques obtenues expri- 
ment le gene T de SV40 et trouvent notamment application 
dans 1* etude dans la tumorigenecit^ in vivo et coitime 
5 source de cellules immortalisees, dans la mesure ou le 
promoteur HuVimSSO est induct ible en culture in vitro. 

he croisement d'une souris transgeniques 
"VimT" avec un mutant mdg ou un mutant mdx conduit a un 
animal dont les cellules mises en culture sont k la fois 

10 immortelles et portent la mutation precitee. 

Ainsi que cela ressort de ce qui pr^cfede, 
1* invention ne se limite nullement h ceux de ses modes de 
mise en oeuvre, de realisation et d' application qui vien- 
nent d'§tre decrits de fagon plus explicite ; elle en 

15 erobrasse au contraire toutes les variantes qui peuvent 
venir a 1* esprit du technicien en la matiere, sans 
s'^carter du cadre, ni de la port6e, de la pr6sente 
invention. 
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REVENDICATIONS 
!• Lign^es cellulaires immortalis^es, caracte- 
riseeis en ce qu'elles sont obtenues par transformation 
appropri^e de cellules primaires convenables, -issues 
5 dVun organe d* animal approprie, notamment un mammifere ou 
un oiseau,- par un fragment d'acide nucl6ique comprenant 
un oncogene viral iiranortalisant approprie, au moins un 
fragment des regions regulatrices du gfene humain de la 
vimentine et eventuellement un g^ne d^pourvu de son 
10 promoteur, mais dont 1* activity est ais&nent detectable 
soit par un test enzymatique simple, soit par le fait 
qu'il conffere une resistance k un antibiotigue. 

2 . Lignees cellulaires selon la revendication 
1, caracterisees en ce que 1' oncogene viral immortalisant 

15 est choisi dans le groupe qui comprend 1' oncogene T/t de 
SV40, 1' oncogene *^^T/At de SV40, 1' oncogene T/At de SV40 
et la region du gene immortalisant de 1 'adenovirus, du 
virus Eptsein-Barr ou du virus herpetique. 

3. Lignees cellulaires selon la revendication 
20 1 ou la revendication 2, caract§ris6es en ce que le frag- 
ment des regions r6gulatrices du g^ne humain de la vimen- 
tine est, de preference, le promoteur de la vimentine et 
plus particuli^rement le fragment d'acide nucl6ique du 
promoteur de la vimentine, compris entre les bases -830 

25 et +93 de la sequence r^gulatrice de la vimentine. 

4. Lignees cellulaires selon la revendication 
3, caracterisees en ce que le fragment d'acide nucl^ique 
du promoteur de la vimentine comprend les bases -830 k - 
529 et/ou le fragment -540 a -140, situes en amont du 

30 site cap. 

5. Lignees cellulaires selon I'une quelconque 
des revendications 1^4, caracterisees en ce que les 
cellules primaires sont avantageusement choisies dans le 
groupe qui coirqprend les cellules musculaires precurseurs 

35 de mammiffere et plus particuli^rement les ityoblastes, les 
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cellules 6pith61iales.de roammiffere et les cellules endo- 
thiliales de mammiffere. 

6. Lignees cellulaires selon I'une guelconque 
des revendications 1 a 5, . caracteris6es en ce que les 
5 cellules nnisculaires pr^curseurs sont choisies dans le 
groupe qui comprend les myoblastes nonnaux de souris, les 
myoblastes mutants de souris et les iryoblastes mutants 
humains . 

7. Lignees cellulaires selon I'une guelconque 
10 des revendications 1 a 6, caract6ris6es en ce qu'elles 
sont obtenues par transfection de cellules primaires 
appropri^es par un plasmide choisi dans le groupe qui 
comprend le plasmide pHuVim830-*^ST/At, le plasmide 
pHuVim830-T/At et le plasmide pHuVimSSO-T/t 
15 8. Lignee cellulaire selon la revendication 7, 

d^nommee HVM, caract6ris6e en ce qu'elle a ete obtenue 
par transfection de m/oblastes normaux de souris par un 
plasmide pHuVim830-'^ST/At et a ete deposee sous le n* I- 
1019 en date du 7 decembre 1990 aupres de la Collection 
20 Nationale de Cultures de Microorganismes tenue par 
I'INSTITUT PASTEUR. 

9. Lign6e cellulaire selon la revendication 7, 
ddnommee HVMd, caracteris6e en ce qu'elle a obtenue 
par transfection de nQroblastes mutants mdg de souris par 

25 un plasmide. pHuVim830-tST/At et a 6t6 d6pos6e sous le 
n* 1-1020 en date du 7 d6cernbre 1990 aupres de la- 
Collection Nationale de Cultures de Microorganismes tenue 
par I'INSTITUT PASTEUR. 

10. Lignees cellulaires selon I'une guelconque 
30 des revendications 1^6, caracteris^es en ce qu'elles 

sont obtenues par microinjection d'une sequence lineaire 
d'un acide nucleique appropri^e, obtenue a partir d'un 
plasmide choisi dans le groupe qui comprend le plasmide 
pHuVim830-*^ST/At, le plasmide pHuVim830-T/At et le plas- 
35 mide pHuVim830-T/t, dans des cellules primaires conve- 
nables . 



wo 92/10563 



PCr/FR91/00983 



25 

11. Lignee cellulaire selon la revendication 
10, d^nomm^e HVE, caract^risee en ce qu'elle a 6t6 obte- 
nue par itiicroinjection d'un plasmide pHuVim830-T/t lin^a- 
ris6 dans des cellules endotheliales humaines du cordon 

5 ombilical et a et6 deposee sous le 1-1016 en date du 3 
d^cembre 1990 aupr^s de la Collection Nationale de 
Cultures de Microorganismes tenue par I'lNSTITDT PASTEOR. 

12. Proc6d6 d'obtention de cellules muscu- 
laires (ityotubes) dif f6renci6es, caracteris6 en ce qu'il 

10 comprend les etapes suivantes : 

(a) culture d'une lign6e de cellules itniscu- 
laires selon I'une quelconque des revendications 5 a 9, 
comprenant un plasmide contenant un oncogene viral iiranor- 
talisant thennosensible, sur un milieu approprie conte- 

15 nant une quantity appropriee de s^rum d'un animal conve- 
nable, a une ten^6rature coirprise entre 34*C et 36*C, 
permettant 1 ' expression conditionnelle d • une prot^ine 
virale, et notarament de I'antigene ^^T et une multiplica- 
tion cellulaire importante ; 

20 (b) modification de la temperature des cel- 

lules en culture k une temperature comprise entre 38 'C et 
40 *C, associ6e« 4ventuellement , k une modification du 
milieu de culture, notamment par diminution de la concen- 
tration en s6rum dudit milieu et/ou utilisation d'un 

25 s6rum d'un animal different de celui de l*6tape (a) ; et 

(c) obtention de cellules dif f 6renciees en 
grand nombre par culture desdites cellules dans les 
conditions appropri^es a la dif f6renciation de l'6tape 
(b). 

30 13. Precede d* obtention de cellules muscu- 

laires (iryotubes) dif f6renciees, caracteris6 en ce qu'il 

coitprend les 6tapes suivantes : 

(a) culture d*tme lignee cellulaire musculaire 

immortalis6e selon I'une quelconque des revendications 5 
35 a 9, comprenant un plasmide contenant un oncogene viral 

immortalisant, notamment vn plasmide choisi dans le 
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group qui comprend le plasmide pHuViin830-T/t et le 
plasmide pHuViin830-T/At, sur un milieu approprid, conte- 
nant une quantity convenable de s^rum d"un animal conve- 
nable, a une temperature appropri^e notamment 37 "C ; 
5 (b) modification du milieu de culture, notam- 

ment par diminution de la concentration en seriam dudit 
milieu ; 

(c) obtention de cellules diff erenciees en 
grand nombre par culture desdites cellules dans les 
10 conditions appropriees a la dif ferenciation de I'^tape 
(b). 

14. Proc6d6 d' obtention de cellules epith6- 
liales. ou endoth^liales dif f 6renci6es , caracterise en ce 
qu'il coraprend les 6tapes suivantes : 

15 (a) culture d'une lignee cellulaire epithe- 

liale ou endoth^liale selon I'une guelcongue des revendi- 
cations 1^5, 7, 10 ou 11, en presence d'un agent 
deactivation approprie qui conditionne 1* expression d'une 
prot^ine virale appropriee et notamment de I'antigene T 

20 en presence du promoteur de la vimentine et permet xrne 
multiplication cellulaire importante ; 

(b) trans fert de ladite lignde immortalisee 
dans un milieu depourvu en agent d' activation et/ou k une 
teirperature comprise entre 37 et 40 'C ; et 

25 (cy obtention de cellules dif f^reaiciies en 

grand nombre. 

15 • Proc6d6 selon la revendication 14, carac- 
terise en ce que 1' agent deactivation est notamment 
choisi dans le groupe qui comprend I'antig^ne T lui-m@me 

30 et des agents mitogenes appropries. 

16* Precede selon la revendication 14, carac- 
t^ris6 en ce que 1' agent mitpg^e est notamment choisi 
dans le groupe qui comprend les serums, les facteurs de 
croissance tels que le PDGF, I'EGF ou le FGF, 

35 1 • interleukine II, les interferons et la phytohemagluti- 
nine (PHA) . 
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17. Cellules dif f erenciees, caract6risees en 
ce qu'elles sont obtenues par I'un quelconque des prece- 
des d'obtention de cellules dif f erenciees selon I'une 
quelconque des revendications 12 a 15. 
5 18 • Agent a visee preventive et/ou th^rapeu- 

tique, caract^rise en ce qu'il comprend au moins une cel- 
lule differenciee selon la revendication 17, 6ventuel- 
iement modifi^e par adjonction d'un fragment d'acide 
nucieique approprie et eventuellement associ^e k au moins 

10 un v6hicule pharmaceutique approprie. 

19. Agent k vis^e preventive et/ou therapieu- 
tique, caract6rise en ce qu'il comprend au moins une 
lign6e cellulaire selon I'une quelconque des revendica- 
tions 1 a 11, eventuellement modifiee par adjonction d'un 

15 fragment d'acide nucleique approprie et eventuellement 
associee a au moins un vehicule pharmaceutique appropri6. 

20 • Module d' etude et d' identification des 
syst^es biochimiques dont 1* expression nucieaire, cyto- 
plasmique ou membranaire est iinpliqu6e dans la prolif^ra- 

20 tion et la dif f6renciation cellulaire des cellules muscu- 
laires, epitheliales, endotheiiales ou nerveuses, carac- 
terise en ce qu'il est constituS par une lign^e cellu- 
laire selon I'une quelconque des revendications 1 ^ 11. 

21. sequence d'acide nucieique, caracterisee 

25 en ce qu'elle conprend success ivement : 

- \me sequence codant pour I'antigene grand T 
de SVAO, ne comportant pas le fragment codant pour 
I'antigene petit t, laquelle sequence est thermosensible, 
ou un fragment de celle-ci ; et 

30 - une sequence conprenant au moins un fragment 

du promoteur de la vimentine humaine, d'xine longueur de 
830 paires de bases k partir du site cap ou un fragment 
de celle-ci, notamment le fragment -830 a -529 et/ou le 
fragment -540 k -140, en amont du site cap ; et, even- 

35 tuellement 



wo 92/10563 



PCr/FR91/00983 



28 

- \m g^ne, depourvu de son prcanoteur, mais 
dont 1* activity est ais&nent detectable soit par un test 
enzymatigue simple, soit par le fait qu'il confere une 
resistance a un antibiotique. 
5 22. Vecteur d* expression, caract6ris^ en ce 

qu'il comprend une sequence d'acide nucleigue selon la 
revendication 19, lequel vecteur est apte k immortaliser 
une lignee cellulaire appropri^e. 

23. Methode de production d'un mammifere 
10 transgenique non hujaain, caracterisee en ce gu'elle com- 
prend 1 • introduction d'un plasmide choisi dans le groupe 
qui comprend le plasmide.. pHuVim830-T/t, le plasmide 
pHuVim830-T/At et. le plasmide pHuVim830-tST/At dans un 
inaramiffere non humain k un stade embryonnaire pr^coce. 

24. Mammifere transgenique non hijmain, carac- 
teris6 en ce qu'il est obtenu par la methode selon la 
revendication 23, et en ce que les cellules comprenant le 
plasmide choisi dans le groupe qui comprend le plasmide 
pHuVim830-T/t. le plasmide pHuVim830-T/At et le plasmide 

20 pHuVim830-'^STMt, peuvent se diff^rencier normalement in 
vivo, tout en pouvant produire des cellules pr6curseurs 
iinmortalis4es in vitro. 
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